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磷脂酰甘油对缺钙光系统 放氧活性的影响
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摘要  磷脂酰甘油 (PG) 对缺钙光系统  (dCaPS )的放氧活性具有显著的影响, 即PG可以使PS

颗粒因缺钙而受抑制的放氧活性得到恢复. 外加 Ca2+可使 PG 表现出对 dCaPS 放氧活性的更

大促进作用, 且随 Ca2+浓度的增加, 促进作用也越显著. PG 的作用就在于恢复蛋白的正常结构,

而 PG与 Ca2+形成的配合物可以优化这种结构而使缺钙 PS 颗粒的放氧活性得到增强.
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光系统 (PS )是光合作用中发生放氧反应(即水氧化裂解成氧气的过程)的完整功能单

位, 包含了一系列与光合放氧有关的内周蛋白和外周蛋白, 其中内周蛋白有 D1 和 D2 蛋白

细胞色素 Cyt b559 两个核心天线蛋白或称 Chl a结合蛋白 CP43和 CP47, 外周蛋白包括捕光

色素蛋白复合体(LHC ), 3个水溶性蛋白 33, 24和 17 ku以及其他的一些低分子量蛋白[1~4]. 除

了这些蛋白外, PS 还包含了水裂解反应的必要组分, 如由 4 个锰原子组成的锰簇以及光合

放氧的重要辅助因子 Ca2+, Cl−等[5~7].

大量实验表明, PS 中的 Ca2+与 PS 的放氧能力密切相关[6, 8]. 但对于钙离子在 PS 放

氧过程中的具体作用机制以及钙离子在 PS 中的结合位点, 至今还缺乏统一的认识. 许多研

究认为钙离子的许多配体来自于 D1和 D2蛋白. 但也有研究认为 Chl a结合蛋白 CP43, CP47

和细胞色素 Cyt b559的酸性或亲水性氨基酸残基如天冬氨酸(Asp) 谷氨酸(Glu)或组氨酸(His)

残基适合成为Ca2+的配体; 此外, 33和 24 ku也有参与Ca2+结合的可能性. 有意思的是, Yocum[8]

还认为某些膜脂的极性基团也有可能是 Ca2+的潜在配体.

越来越多的事实表明, 类囊体膜上的膜脂不仅仅在于构成膜双层的基本骨架, 还与光合

系统的某些功能有关, 或者其本身参与了一些光物理 光化学反应过程[9, 10], 例如在 PS 中

所进行的电荷分离[11]或电子传递[12]都依赖于某些磷脂如磷脂酰甘油(phosphatidylglycerol, PG)

的存在.

PG是光合膜中含量较多的磷脂, 占总膜脂的 5%~15%[9, 10]. 自从 1958年被 Benson等人[13]

首次发现以来, PG 一直成为人们的研究对象, 时至今日仍然如此. 但对于 PG 在光合系统中

的功能与结构的关系, 迄今为止还缺乏本质上的认识. 有一些实验也似乎表明, 在光合系统中

存在着 PG与蛋白之间的特异结合, PG起着不可替代的作用. Nuβberger等人[14]通过对 LHC

的研究, 揭示了 PG 是维持 LHC 的寡聚体结构所必需的. Siegenthaler 等人[12]的结果表明在

类囊体膜的内层膜中存在着一个与电子传递有关的 PG 区. Murata 等人[15]仔细分析了光合系

统中从类囊体到 PS 反应中心各种功能单位的膜脂种类及其组成, 结果发现了 PG 与 PS 核

心复合物之间的特异结合, PG与 P680的摩尔数之比为 4/1. Kruse等人[16]进一步认为 PG的结

合位点存在于 D1 蛋白, PG 分子的作用就在于使 D1 蛋白维持着适宜的结构得以完成正常的

功能. 这暗示出 D1 蛋白的活性依赖于 PG, 这是因为没有 PG 的存在, D1 蛋白就难以保持其

正常的结构. 由此也不难理解, 这会进一步影响到与 D1 蛋白结合的锰簇或一些芳香簇氨基酸
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残基以及反应中心色素分子如 P680 去镁叶绿素 Pheo等.

我们以前的研究表明[17], PG具有增强 PS 颗粒放氧活性的作用. 本研究工作试图通过膜

脂对缺钙 PS 放氧活性的影响进一步探讨膜脂的作用. 首先, 我们观察与分析了 Ca2+对缺钙

PS 放氧活性的影响; 其次, 研究了 PG以及在 Ca2+存在下 PG对缺钙 PS 的作用. 本文的研

究结果显示, PG不仅能促进 PS 的放氧活性, 还对 PS 系统表现出新的作用, 即能基本恢复

PS 因缺钙而降低的放氧反应能力.

1  材料与方法

( ) 材料.  磷脂酰甘油(PG)为分析纯(>99 ), Sigma公司产品. 菠菜(Spinacia oleracea L)

购自当地市场.

( ) PS 颗粒的制备.  参照 Berthold 等人[18]的方法加以分离 纯化, 稍加改进: 第 1 次

用 Triton X-100处理时改在 pH = 6.0介质中进行, 并省去第 2次 Triton X-100处理. 所得提取

物用缓冲液 (0.4 mol/L Sucrose, 10 mmol/L NaCl, 50 mmol/L Mes-NaOH, pH = 6.5) 洗 2~3次,

并以此缓冲液悬浮备用. PS 颗粒中的色素浓度按照 Arnon[19]的方法测定.

( ) 缺钙 PS 颗粒的制备.  依照 Ono 等人[20]的方法进行处理: 将 PS 颗粒用 pH = 3.0

缓冲液 (0.4 mol/L Sucrose, 10 mmol/L NaCl, 10 mmol/L citrate-NaOH) 暗中悬浮 5 min, 然后

以 10倍体积的 pH = 6.5缓冲液(0.4 mol/L Sucrose, 10 mmol/L NaCl, 50 mmol/L Mes-NaOH)将

pH值调至 6.5, 用该缓冲液洗 2~3次, 并以此缓冲液悬浮备用.

( ) 缺钙 PS ~PG 复合物 (dCaPS ~PG)的制备.  将 PG 溶解在适量的氯仿中, 然后用

氮气吹干. 加入一定量的缓冲液(0.4 mol/L Sucrose, 10 mmol/L NaCl, 50 mmol/L Mes-NaOH,

pH = 6.5), 超声处理 15 min以上. 将缺钙 PS 按照一定的比例 (在本文中为 10 mg PG/ mg

Chl ) 加入到上述脂质体溶液中, 暗中冰浴下静置 0.5 h左右.

( ) 钙的添加.  在冰水浴下向各种含 PS 样品中加入一定浓度的CaCl2溶液, 并静止 15 min

后进行放氧活性的测定.

( ) 放氧活性测定.  采用 Clark 型氧电极, 用极谱法在饱和光强下测定体系的放氧活性.

所测样品浓度为 10 µg Chl/mL, 介质为 0.4 mol/L Sucrose, 10 mmol/L NaCl, 50 mmol/L Mes-

NaOH缓冲液(pH = 6.5), 以 1.0 mmol/L二甲基苯醌(DMBQ)为电子受体.

2  结果

用低 pH值 (柠檬酸钠缓冲液, pH = 3.0) 的方法对 PS 进行去钙处理, 对 PS 颗粒的放

氧活性产生显著影响. 在 pH = 6.5 条件下, PS 颗粒的放氧活性大致在 120 µmol O2 mg−1

Chl h−1左右, 但经过去钙处理后, 其放氧活性降低至 27.6 µmol O2 mg−1 Chl h−1 (表 1), 仅

为对照样品的 23  (图 1).

添加CaCl2可使 dCaPS 颗粒的放氧能力得到提高, 例如在 5 mmol/L的CaCl2存在下, dCaPS

的放氧活性由 27.6 µmol O2 mg−1 Chl h−1增加至 102 µmol O2 mg−1 Chl h−1, 增加了近 2.7

倍. 表 1 的结果也显示出, 尽管不同浓度的 CaCl2都能促进 dCaPS 的放氧活性, 但并不能使

dCaPS 恢复至 PS 的正常水平 (120 µmol O2 mg−1 Chl h−1), 即使 CaCl2的浓度较高时也是

如此. 相反, 高浓度的 CaCl2对 dCaPS 放氧活性的促进作用反而比低浓度的 CaCl2 要有所减

弱.
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表 1  各种 PS 颗粒在不同浓度 CaCl2存在下的放氧活性

放氧活性/µmol O2 mg−1 Chl h−1

CaCl2 浓度/mmol L−1

PS dCaPS dCaPS ~PG

0 120.0 27.6 108.0

2 144.0 85.0 150.0

4 159.6 96.0 168.0

5 162.0 102.0 177.6

6 160.8 99.6 186.0

8 158.4 94.8 190.8

10 154.8 90.0 195.6

15 147.6 87.6 202.8

20 138.0 84.0 203.0

有意思的是, 磷脂 PG 也能促进 dCaPS 的放氧活性, 表 1 中的有关数据清楚地表明了这

一点. 在本工作中, PG与 dCaPS 之间的比例保持在 10 mg PG/mg Chl左右. PG的存在能使

dCaPS 的放氧速率由 27.6 µmol O2 mg−1 Chl h−1迅速提高至 108 µmol O2 mg−1 Chl h−1, 增

加了 300%左右, 比 CaCl2的促进作用还要大.  结果似乎表明 PG可代替 Ca2+的作用, 但很显然 PG

和 CaCl2对 dCaPS 颗粒存在着不同的作用方式. 不过上述结果也反映出, 虽然 PG 能将 dCaPS

的放氧活性提高到较高的水平, 但仍然不能使 PS 颗粒因缺钙而丧失的放氧活性得到完全

恢复.

但在 CaCl2的存在下, 情况却有很大的变化, 表 1和图 1中的曲线 3反映出了不同浓度的

CaCl2对dCaPS ~PG复合物放氧反应的影响. 从表1和图1可以看出, 有CaCl2存在时, dCaPS ~PG

表现出更强的放氧能力, 甚至比 PS 颗粒还要强. 例如, 外加 5 mmol/L CaCl2可使 dCaPS ~PG

图 1  CaCl2对各种 PS 颗粒放氧活性的影响
1为 PS ; 2为 dCaPS ; 3为 dCaPS ~PG (10 mg PG/mg Chl). 100%代表 PS 颗粒的放氧活

性, 即 120 µmol O2 mg−1 Chl h−1
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放氧能力由 108 µmol O2 mg−1 Chl h−1提高至 177.6 µmol O2 mg−1 Chl h−1, 远大于在同样

条件下 dCaPS 颗粒的放氧活性 (102.0 µmol O2 mg−1 Chl h−1), 也强于 PS 颗粒 (162.0 µmol

O2 mg−1 Chl h−1). 上述结果意味着 PG与 CaCl2之间可能存在着协同效应.

3  讨论

Ca2+是光合放氧过程中比较重要的辅助因子[6, 8]. 在 PS 中去除 Ca2+可使其放氧活性降低

80%左右; Ca2+也可以使 PS 因 24 和 17 ku 蛋白丧失而下降的放氧活性得到恢复. 此外 Ca2+

还能稳定锰复合物的配体, 并且能防止锰复合物被还原剂如 NH2OH等的还原而遭到破坏. PS

缺乏 Ca2+时, 会导致 Kok循环 ( S0 → S4 ) 中断, 使之只能发生 S0 → S1, S1→ S2 两个过程, 而

S2 → S3过程受阻.

一般认为, 每个 PS 反应中心含有 2~3 个 Ca2+, 其中一个具高亲和性, 结合得较为紧密,

另外 1~2个亲和性低, 结合较为松散[6,8]. 用 pH = 3.0的柠檬酸钠缓冲液对 PS 进行去钙处理,

只能除去松散结合的 Ca2+. 本文中 Ca2+的去除导致 PS 颗粒的放氧活性减少了 77%, 与文

献[19]报道的相似. 图 1 和表 1 的结果表明, 外加 Ca2+可使 PS 放氧活性有所恢复, 但并不

完全. Ca2+重组至原来的结合位点上被认为是 dCaPS 放氧活性提高的原因[6,8].

在这里, 还必须考虑 Cl−的影响. Cl−与 Ca2+一样, 在光合放氧过程中起着重要的作用, 将

PS 进行去 Cl−处理, 将会导致放氧活性的丧失. 但有报道[21]指出, 外加的 Cl−, 远在低浓度如

0.3 mmol/L就会抑制 PS 的放氧活性, 而在我们的工作中 Cl−的浓度都要远远大于 0.3 mmol/L,

因此本文中 CaCl2对 dCaPS 放氧活性所表现出来的促进作用, 应是 Ca2+所致.

同时我们还注意到, 我们加入的 Ca2+浓度都要远超过 PS 放氧反应所需要的数值, 这是

因为在通常的 PS 中每个反应中心含有 2~3个 Ca2+, 即每摩尔 P680含 2~3 mol Ca2+. 在色素浓

度为 10 µg/mL 的溶液中, 当加入 CaCl2的浓度在 2~20 mmol/L 时, 则 Ca2+与 P680 的比例为

10~100 (摩尔比) (在放氧核心复合物中, 每摩尔 P680含 Chl 50 mol [22]). 由此可以看出, 在 dCaPS

中加入的 Ca2+, 大部分有着其他的作用. 至于这种作用的具体机制, 是个值得研究的问题.

在本工作中, 我们还首次发现了磷脂 PG 对 PS 系统所起的新作用, 即 PG 可使 PS 颗

粒因缺钙而受抑制的放氧活性得到基本恢复, 在本文中能将缺钙 PS 颗粒的放氧能力由 23%

提高至 90%(以 PS 颗粒的放氧活性为基准, 下同), 接近于完整 PS 颗粒的水平, 表明了 PG

对缺钙的补偿效应 . 一般认为[23], 低亲和性 Ca2+的作用在于维持不同蛋白间的结合并由此形

成适合水裂解的微环境. 去除 Ca2+将破坏蛋白的正常结构并进而影响水裂解的微环境, 因此

表现出放氧活性的丧失. 由此看来, PG对缺钙的补偿效应应是一种对蛋白结构的影响, 即, 使

因缺钙而改变的蛋白结构恢复至近于正常的状态. 由于 PG与 Ca2+是两种不同性质的离子, 且

电性相反, 因此 PG与 Ca2+具有不同的作用方式.

而在有 Ca2+存在时, PG 更表现出对 dCaPS 放氧活性的极大促进作用, 且随浓度的增加,

促进作用愈加显著. 例如, 当 Ca2+浓度为 20 mmol/L时, PG的作用使 dCaPS 的放氧活性高达

约 170%, 而无 PG作用时, dCaPS 的放氧活性只有 70%. 上述结果清楚地表明, 在 PG与 Ca2+

之间存在着明显的协同作用. 近来的研究显示[24], Mg2+可以在脂-蛋白的界面与 PG 的磷酸根
−
2PO 形成配合物, 而这种结构的形成能优化 PS 的功能. 本工作中 PG 和 Ca2+对缺钙 PS 放

氧活性所表现出来的协同作用似可归之于这种 PG 与 Ca2+之间的配合物的形成, 但尚需做进
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一步的研究.

有报道指出[2], 外周蛋白 24 或 17 ku 是调节低亲和性 Ca2+与光合放氧复合物结合的主要

因素, 联系我们的研究结果, 即 PG对缺钙的补偿效应以及 PG与 Ca2+之间存在的协同作用, 由

此不难看出, PG的作用部位很可能就在 24或 17 ku蛋白的附近.

综上所述, PS 颗粒因缺钙而丧失的放氧活性可由 PG 的作用而得到恢复, PG 的作用就

在于恢复蛋白的正常结构, 而 PG 与 Ca2+形成的配合物可以优化这种结构而使缺钙 PS 颗粒

的放氧活性得到增强.
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